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Spatial Transcriptomics
- Ny teknik for 2D-visualisering

av gener i vavnader
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* Fran Skellefted
* Civilingenjor, Medicinsk Bioteknik, KTH

* Forskning: Spatiell analys av nukleinsyror
* Institutionen for Genteknik, KTH




SciLifeLab — En Nationell Forskningsresurs Scil ifelab

* Vetenskapligt centrum for molekylarbiologisk forskning

* Drivs av KTH, Karolinska institutet, Stockholms universitet och Uppsala universitet
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Oversikt av presentationen S(]I ,iﬁ‘L;lb

e Bakgrund
* Vavnader och celler
* Genomet
* Analys under mikroskop
* Mutationer
* Cancer

* DNA-sekvensering

Kunskapsglapp som behover fyllas i

Tekniken vi utvecklat: Spatial Transcriptomics

Spatial Transcriptomics applicerat pa prostatacancer
NASA-samarbete



Vavnader




Mansklig cell

Cellkarna

Organeller

Cytoplasma

Cellmembran

Ordets ursprung: Genomesnittlig storlek: Innehaller Forokar sig genom att

cellula (latin) = "litet rum" 10 um arvsanlagen kopiera sig sjalv och bli 2 celler



Genomet = allt DNA i en cell
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Kromosomerna finns i 2 kopior i varje cell, en fran mamman och en fran pappan



Genomets bestandsdelar

* 3 miljarder baspar per enkel uppsattning

* Proteinkodande regioner
* ca 21 000 gener
e Utgdr ca 1% av hela genomet

* Icke proteinkodande regioner £
 Reglerande sekvenser
* Okdnda funktioner (="junk DNA”) "’



Centrala dogmat

DNA messenger RNA (mRNA) Protein = huvudbestandsdelen
= Genetiska koden = budbararmolekylen i allt levande



https://sv.wikipedia.org/wiki/Liv

Olika celltyper

Stamceller Tarmceller

Muskelceller Leverceller Nervceller

DNA ar identiskt i alla celler i en manniska. Men anda ser celler olika ut, tex harceller, hudceller, hjartceller etc. Hur kan det komma sig?




Olika celltyper

Stamceller

Muskelceller Leverceller Nervceller

DNA ar identiskt i alla celler i en manniska. Men anda ser celler olika ut, tex harceller, hudceller, hjartceller etc. Hur kan det komma sig?

Aktivering av specifika gener



Varfor skiljer sig genaktiviteten for olika gener mellan celler

Histoner

Nukleosom

Kromatin = packat Lospackade gener ar lattare Epigenomet = fulla beskrivning av alla kemiska modifikationer

DNA inuti cellkarnan att komma at > Hogre genaktivitet av DNA och histonproteiner som reglerar genaktiviteten.
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Infargning av vavnad




Mutationer
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Mutationer = forandringar i cellers genetiska material b(] L UJ?{ 4211)

Orsaker:
* slumpmassiga kopieringsfel under celldelningen
* UV-stralning, annan stralning
* Giftiga kemikalier
* etc

Reparationsmekanismer lagar manga av felen
* Apoptos = Programmerad celldod

Sker manga mutationer hela tiden. De flesta mutationer sker pa platser dar det
inte paverkar ngt alls, sa om reparationsmekanismerna misslyckas att laga det,
sa gor det inget.

Genmutation: Om det sker sa det paverkar gener eller regleringen av gener —>
paverkan

18


https://sv.wikipedia.org/wiki/Cell

Mutationer = forandringar i celler genetiska material

Normal Gene Mutated Gene

Normal Protein Abnormal Protein No Protein



Olika typer av mutationer

* Punktmutation
* Deletion = enstaka baspar forsvinner

* Insertion = enstaka baspar laggs till

Met ’ Lys I Phe ’ Gly ‘ Ala
MRNA and protein from a normal gene

20



Olika typer av mutationer
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Duplikation

F >
Y Yy

Trisomi

Deletion Y\* \{ *
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Bild: Gunilla Elam



Krokodilalbino

* Exempel: Albinos

* Pigmenteringsgenen férsvinner
* melanin produceras inte
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Nir en mutation uppstar spelar roll Scil I ab ¢

5 zygote

mutation
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Cancer



Utveckling av cancer

Normal Cell

Mutation results
Normal Cell Growth in Cancer

Tumors bud and spread throughout the body



Behandling av cancer

 Svart hitta bra botemedel mot cancer
* Genetiskt heterogent = Manga olika celler muterade pa manga olika satt

e Exempel pa behandlingar
* Kemoterapi: Dodar celler som forokar sig snabbt
* Kirurgi: Man opererar bort cancercellerna (tumoren)

» Stralningsbehandling: Cancerceller kan ej reparera sig lika bra som friska celler —> dor
av stralningen

* Immunoterapi: Aktivering av kroppens eget immunforsvar att doda cancercellerna
» Skraddarsydd behandling: Angriper endast tumorceller




Genuttrycket skiljer sig mellan celler Sci

A B S AAA
inactive genes low expression genes
C D
NAAA
S AAA S AAA
’-\—’AAA NAAA AAA —AARA
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medium expression genes high expression genes



Genprofiler skiljer sig mellan friska och sjuka celler b(]

Cell 1 Cell 2
Muterad

Number
Number

Gene 1 Gene2 Gene3 .. Gene 1 Gene 2 Gene3



Genprofiler skiljer sig mellan friska och sjuka celler S(]

Cell 1 Cell 2
Muterad

Number
Number

Gene 1 Gene2 Gene3 .. Gene

| verkligheten 20 000 gener!



DNA-sekvensering — Avlasning av genetiska koden b(] | “#@I J;ll)

Sekvenseringsmaskin

30



RNA-analys av vavnadsbit innehallandes miljontals olikaceller
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Celluldr
heterogenitet
maskad



RNA-analys pa enskilda celler ar battre

Celluldr
heterogenitet
maskad



ar av betydelse

ing av celler

Lokaliser

= Lakare
specialiserad pa vavnader

Patolog

= Lakare
specialiserad pa vavnader

Patolog

Histologi
Laran om vavnader

H&E-infargat vavnadssnitt
avsldjar hur vavnaden ser ut



Lokalisering av celler ar av betydelse
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Behov: Koppla ihop histologi med genaktivitet

H&E-infargat vavnadssnitt Histologi = Patolog = Lakare Patolog = Lakare
avslojar hur vavnaden ser ut Laran om vavnader specialiserad pa vavnader specialiserad pa vavnader



Spatial
Transcriptomics



Metoden Spatial Transcriptomics

* Morfologisk information

* Genaktivitet T

dasim
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* Manga regioner
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Stahl et al. (Science, 2016)
Tal Nawy et al. (Nature Methods, 2018) 36



Metoden Spatial Transcriptomics




Spatial Transcriptomics — The Technology

Liten array (ca 5x5 mm)

Spatially Millions of
barcoded spots DNA probes

smm | RS G

. . L
0000000000000 000CRROIORONONONONNRNONDS
©00000000000000R0RONOOSORNRRIONIOIRIONDS
P00 0000000 NNOINONONNONOOIOOIOIONONONS
P00 0000000 0RGONIORNOIRNOIOIRNOIROINOIOENONDS

1 spot = 100 um

38



Protokollet

Array Spots




Protokollet
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Lagga pa vavnadsnitt

Ch080 0800008800
....... LA R B AN 2




Fargning och mikroskapbild




Fargning och mikroskapbild

Region 1 Region 2 Region 3
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Glass slide

ID579 ID580 ID581  ID582 ID583  ID584  ID585 ID586



Skapa hal i cellerna (permeabilisering) = RNA-
transkript lacker ut till underligggande spot

Region 1 Region 2 Region 3
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Glass slide

ID579 ID580 ID581  ID582 ID583  ID584  ID585 ID586




Kopierar RNA-molekyler som fastnar pa ytan

Region 1 Region 2 Region 3
e S M R
cDNA
MRNA

Glass slide

ID579 ID580 ID581  ID582 ID583  ID584  ID585 ID586



Vavnadsborttagning

Glass slide

ID579 ID580  ID581 ID582  ID583 ID584  ID585 ID586



Semrced

Bevarad morfologi Scil Aiﬁ‘Lzﬂ) =)

Hematoxylin och eosin Flourescerande RNA-molekyler
(H&E-fargning) som fangats pa arrayen




Release from surface

cDNA
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Sekvensering
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Data analysis and visualization

barcode

ACTTGCGTTCCGAATGCTA
ACTTGCGTTCCGAATGCTA
ACTTGCGTTCCGAATGCTA

A/RAT™rrACATTTYTAAS A ATT/AASATA

gene counts

ACTG 403
ERBB2 229
PGR 10
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x-coordinate
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Dataanalys och visualisering




Genprofiler

Spot 1 Spot 2

Number
Number

Gene 1 Gene2 Gene3 .. Gene 1 Gene2 Gene3 ..












Hudcancer

Patolog har
markerat cancer
(svart cirkel)

Melanoma (black),
Stroma (red)
Lymphoid tissue (yellow)

1007 unique features

100 pm
o0 00

200 pm

Dataanalys

o 4




Heterogeneity — melanoma lymph node metastasis

Patolog har

markerat cancer Data analys

(svart cirkel) ger RNA-baserad
annotering

Melanoma (black),
Stroma (red)
Lymphoid tissue (yellow)

Varje farg = liknande genaktivitet



Prostatacancer

m

Prostate gland

Normal prostate Cancerous prostate

58
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Undersdkning av vavnad i mikroskop S(l

Rétt prognos av prostatacancer svar!



Hel prostata uttagen




Prostatahantering

Patient 2




Tumor markerad

Patient 2




Atlas av hel prostata

¥

cancer clones

=20 000 tissue regions




Celltyper identifierade

Cancer
&- " Stroma
Inflammation . s E' -
m"g
5

Early-cancer

Klassificera olika vavnadskomponenter (stroma, immunceller, PIN3, cancer)
till genuttrycksprofiler



ST avslojar storre canceromrade

Annotering av patolog Datadriven Immunohistokemi
annotering

Molekylara forandringar sker innan andring av histologisk fenotyp



Okad upplésning med Spatial Transcriptomics

1 region

Annotering av patolog

Fler regioner identifierade
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Datordriven annotering



Hitta nya markorer

SPINK1 NPY SPINK1 (green)NPY (red) DNA (blue)
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Rymdprojektet Scil Aiﬁ‘Lzlb

Hur paverkas man av att vara i rymden?

Vad hiander med kroppen pa molekylart plan?

Zaneta Andrusivova



Rymdprojektet

Tvillingstudie

Hur paverkas man av att vara i rymden?

Vad hiander med kroppen pa molekylart plan?

Zaneta Andrusivova



Rymdprojektet

Mars-projektet

* Nytt samarbete — Inga resultat annu Hur kan NASA fc'J'rbc'ittra
* Tidigare genuttrycksanalyser: . . . .
* DNA mer eller mindre oférandrat forutsdttningarna for

* Genaktivitet forandrad ---> Vissa gener aktiverade

.. 5
* Bl.a. Reparationsgener marsmdnniskorna:

Zaneta Andrusivova



Maja Marklund

maja.marklund@scilifelab.se

Tack for mig!
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DNA och RNA

RNA DNA

Cytosin
Cytosin  NH, Y NH;
(o]
[e]
H H
Guanin o]
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H
Adenin  HyN Adenin
Uracil [e] Tymin o
H3C
NH H
| u L2 ‘
N o] (e]
H H

RNA ar RNA has basen DNA bildar

enkelstrangat U istallet for T baspar



Slumpmassiga vs riktade mutationer Scil Life

Stralning Kemikalier CRISPR

TALEN

Slumpmassiga mutationer

Riktad mutation



